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Streszczenie
Zakażenie przetrwałe wysokoonkogennymi typami HPV, a szczególnie HPV-16 jest uważane za ważny etap procesu 
karcinogenezy szyjki macicy. Integracja wirusowego DNA do genomu gospodarza poprzez destrukcję sekwencji 
E2 HPV wpływa na wzrost ekspresji wirusowych białek E6 i E7 i ich udział w transformacji nowotworowej szyjki 
macicy. 
Cel pracy: Celem pracy było zastosowanie metody PCR w czasie rzeczywistym (RT-PCR) do oceny częstości 
występowania zintegrowanej i episomalnej postaci HPV-16 oraz określenia liczby kopii wirusowego genomu (viral 
load) u kobiet ze zmianami  śródnabłonkowymi i z inwazyjnym rakiem szyjki macicy.
Materiał i metodyka: Badaniami objęto 84 kobiety zakażone HPV-16, w tym 44 z LSIL, 7 z HSIL oraz 33 z 
inwazyjnym rakiem szyjki macicy. Materiał do badania stanowiły wymazy z tarczy i kanału części pochwowej szyjki 
macicy pobrane szczoteczką typu cytobrush. Obecność sekwencji E2 i E6 HPV-16 oraz ludzkiego genu RNasy 
P wykrywano ilościową metodą RT-PCR. Wirusowe load przedstawiano w postaci liczby kopii genomu wirusa 
przypadającej na 1000 komórek. 
Wyniki: Postać zintegrowaną genomu HPV-16 wykazano u 97% kobiet z rakiem szyjki macicy. W grupie kobiet 
z LSIL i HSIL dominowała postać mieszana (jednoczesne występowanie zintegrowanej i episomalnej postaci) genomu 
wirusa (odpowiednio 84% i 57%). Częstość zintegrowanego genomu HPV-16 wzrastała wraz z zaawansowaniem 
zmian dysplastycznych szyjki macicy (p<0,001). Obserwowano znamienne statystycznie różnice średnich ilości 
kopii wirusa w grupie kobiet z LSIL i HSIL w porównaniu z rakiem (p<0,001). U kobiet z wykazaną zintegrowaną 
postacią genomu HPV-16 wykrywano najwyższe wartości liczby kopii wirusa.
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Wstęp




są	 szeroko	 rozpowszechnione,	 szczególnie	 u	 młodych	 kobiet	
i	mają	często	charakter	przejściowy.	Przetrwała	infekcja	wyso-
koonkogennymi	 typami	HPV,	 a	 szczególnie	HPV-16	 jest	 uwa-
żana	 za	ważny	 i	 konieczny	 etap	 procesu	 karcinogenezy	 szyjki	
macicy.	Warunkiem	 progresji	 zmian	 śródnabłonkowych	 szyjki	
macicy	jest	ekspresja	onkogenów	E6	i	E7	HPV	oraz	produkcja	
znacznych	ilości	wirusowych	białek	onkogennych	E6/E7.	
Wirusowe	onkoproteiny	mają	 zdolność	wiązania	 się	 z	 ko-













zaniu	 z	 prawdopodobnym	postępem	 choroby	w	obrębie	 szyjki	






Celem	 pracy	 była	 próba	 zastosowania	 ilościowej	 metody	
PCR	w	czasie	rzeczywistym	(RT-PCR)	do	oceny	częstości	wy-
stępowania	zintegrowanej	i	episomalnej	postaci	HPV-16.	
Zastosowana	metoda	RT-PCR	 pozwoliła	 także	 na	 oszaco-
wanie	liczby	kopii	wirusowego	genomu	(viral load)	i	określenie	
zależności	 pomiędzy	 stopniem	 zaawansowania	 zmian	 śródna-
błonkowych	i	inwazyjnym	rakiem	szyjki	macicy.
Materiał i metoda










Wnioski: Analiza ilościowa sekwencji E2 i E6 HPV-16 badaną metodą RT-PCR może być wykorzystana do okre-
ślenia stopnia integracji wirusowego genomu i ilościowej oceny kopii wirusa w materiale klinicznym. Może również 
stanowić dodatkowy parametr określający ryzyko postępu transformacji w obrębie szyjki macicy.
 Słowa kluczowe: HPV-16 / LSIL / HSIL / rak szyjki macicy / 
      / integracja genomu HPV / liczba kopii genomu HPV /  
 Summary
Persistent high-risk HPV infection, especially HPV-16, is considered to be an important step in the process of 
cervical carcinogenesis. Integration of viral DNA into the host genome through the destruction of HPV E2 sequences, 
increases the expression of viral proteins E6 and E7 and their participation in the transformation of cervical cancer. 
Objective: The aim of this study was to apply real-time PCR (RT-PCR) to assess the prevalence of integrated and 
episomal HPV-16 DNA and determine viral DNA load in women with cervical intraepithelial lesions and invasive 
cervical cancer. 
Material and Methods: A total of 84 women infected with HPV-16, including 44 with LSIL, 7 with HSIL and 33 
with invasive cervical cancer, participated in the study. Cervical specimens were collected using the cytobrush. The 
presence of a sequence of E2 and E6 HPV-16 and human gene RNasy P was detected by quantitative RT-PCR. 
The viral load presented as the form of the virus genome copy numbers per 1,000 cells. 
Results: The integrated form of HPV-16 genome was found in 97% of women with cervical cancer. In women 
with LSIL and HSIL mixed form (simultaneous occurrence of an integrated and episomal form) of the viral genome 
(84% and 57%, respectively) prevailed. The frequency of the integrated HPV-16 DNA increased with progression 
of dysplastic lesions of the cervix (p<0.001). Statistically significant differences in average number of copies of the 
virus in women with LSIL and HSIL compared to patients with cancer (p <0.001) were observed. The highest viral 
load was detected in women demonstrating an integrated HPV-16 DNA. 
Conclusions: Quantitative analysis of the sequence of E2 and E6 HPV-16 tested by RT-PCR can be used to 
determine the degree of integration of the viral genome and quantitative evaluation of viral load in clinical material. 
It can also serve as an additional parameter defining risk of progression of transformation in the cervix. 
 Key words: HPV-16 / LSIL / HSIL / cervical cancer / integration / 
        / viral load / 
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w	 reakcji	 enzymatycznej	 stosując	 jako	 koniugat	 streptawidynę	
znakowaną	alkaliczną	fosfatazą.		W	celu	zróżnicowania	postaci	
genomu	 HPV-16	 (episomalna,	 zintegrowana)	 przeprowadzono	
ilościową	amplifikację	sekwencji	E2	 i	E6	HPV-16	metodą	RT-
PCR.	
W	tabeli	 I	przedstawiono	sekwencje	starterów	 i	 sond	 typu	
TaqMan	użytych	do	reakcji.	Reakcję	amplifikacji	przeprowadzo-
no	według	Si	i	wsp.	w	25µl	mieszaniny	reakcyjnej	zawierającej:	
12,5µl	 Fast	 Universal	 PCR	Master	Mix	 (2x)	 (Applied	 Biosy-
stems,	 USA),	 100nM	 każdego	 startera,	 300nM	 sondyTaqMan	
oraz	2,5µl	izolowanego	DNA	[10].	Reakcję	RT-PCR	przeprowa-
dzano	w	 aparacie	 7500	Fast	Real-Time	PCR	System	 (Applied	
Biosystems,	USA).	Obejmowała	ona	etap	wstępnej	denaturacji	
w	95°C/20sek.,	a	następnie	45	cykli	w	temperaturach	95°C/3sek.	




krzywych	 standardowych	 dla	 genu	 E2	 i	 E6	 HPV-16.	 W	 tym	
celu	 przygotowano	 dziesiętne	 rozcieńczenia	 (każde	 w	 trzech	
powtórzeniach)	 plazmidu	 pBR322-HPV-16	 (ATCC	 45113).	
Seria	 zawierała	 5x104,	 5x105,	 5x106,	 5x107,	 5x108,	 5x109	




i	wyrażanych	w	 postaci	 ilorazu	 liczby	 kopii	 E2	 i	 E6	 na	 1000	
komórek	[8,	10,	11].	Postać	episomalną	rozpoznawano	gdy	E2/







Uzyskane	wyniki	 analizowano	 stosując	 testy	 statystyczne:	
t-studenta,	 Kruskal-Wallisa	 i	 Fishera	 (Fisher’s exact test). Do 
analizy	statystycznej	użyto	pakietu	statystycznego	STATA	8.0
Wyniki














Tabela I. Sekwencje starterów i sond typu TaqMan stosowanych w reakcji RT-PCR . 
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Postać	 zintegrowaną	 genomu	HPV-16	 obserwowano	 częś-
ciej	u	starszych	kobiet.	Wiek	pacjentek	z	potwierdzoną	integra-
cją	genomu	HPV-16	był	znamiennie	wyższy	w	porównaniu	do	
kobiet	 z	mieszaną	 i	 episomalną	 postacią	 zakażenia	 (p<0,0001,	
test	Kruskal-Wallisa).	
Na	 rycinie	 2	 przedstawiono	 porównanie	wirusowego	 load 
wykrywanego	 u	 kobiet	 z	 różnym	 stopniem	 zaawansowania	







Proces	 integracji	 papillomawirusów	 o	 wysokim	 potencja-
le	 onkogennym	uważany	 jest	 za	 jeden	 z	ważniejszych	 etapów	
transformacji	 nowotworowej	 szyjki	 macicy	 [2].	 Wykrywanie	
zintegrowanego	 wirusa	 przeprowadzano	 do	 tej	 pory	 różnymi	
metodami	 m.in.	 Southern	 blot,	 elektroforezą	 dwukierunkową,	
nestet	 PCR,	 a	 ostatnio	metodą	RT-PCR	 i	 sekwencjonowaniem	
[3,	5,	12,	13].		
Metoda	RT-PCR	 poprzez	możliwość	 oszacowania	 ilościo-
wego	stosunku	między	genami	E2	 i	E6	przewyższa	stosowane	





i	wirusowy	 load oceniano	 i	analizowano	przy	pomocy	metody	
RT-PCR.	Materiał	 badany	pochodził	 od	kobiet	 z	 różnym	stop-
niem	 zaawansowania	 zmian	 śródnabłonkowych	 szyjki	 macicy	
oraz	 z	 inwazyjnym	 rakiem	 płaskonabłonkowym.	 Identyfikację	
zintegrowanej	postaci	wirusa	oparto	na	założeniu,	że	w	trakcie	
procesu	 integracji	następuje	uszkodzenie	 lub	delecja	sekwencji	























wystąpić	 we	 wczesnym	 etapie	 transformacji	 nowotworowej	
szyjki	macicy.	Zaburzenie	 funkcji	 kontrolnej	genu	E2	HPV-16	
uwalnia	 ekspresję	 onkogenów	 wirusowych,	 których	 działanie	
prowadzi	do	wzrostu	częstości	pojawiania	się	i	utrwalania	mu-
tacji	w	 sekwencji	 genomu	 gospodarza	we	wczesnych	 stadiach	
dysplazji,	 niestabilności	 genetycznej	 i	 aberracji	 chromosomo-
wych	[15].
W	 niniejszych	 badaniach	 postać	 episomalną	 wykazano	
u	9%		kobiet	z	LSIL	i	jednej	(3%)	chorej	z	inwazyjnym	rakiem	
szyjki	macicy.	W	pracach	części	autorów	postać	episomalna	wi-
rusa	HPV-16	 nie	 była	wykrywana	w	 raku	 szyjki	macicy	 tylko	
w	zmianach	przednowotworowych	[4,	8].	
 
Rycina 1. Częstość występowania postaci zintegrowanej, episomalnej  
i mieszanej DNA HPV-16 na podstawie stosunku ilości kopii sekwencji E2 i E6 
HPV-16 w zależności od rozpoznania. Uzyskane wyniki wyrażono w procentach. 
 
Rycina 2. Średnie miano wirusowego load HPV-16 w różnym stopniu 
zaawansowania zmian w obrębie szyjki macicy. 
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Różnicowanie postaci zintegrowanej i episomalnej DNA HPV-16 metodą real-time PCR w wydzielinie szyjki macicy kobiet...
W	pracy	Huang	i	wsp.,	autorzy	badając	archiwalne	bioptaty	






















oraz	rakiem	szyjki	macicy,	a	ryzyko	rozwoju	raka	in situ wzrasta 
43-krotnie	w	obecności	dużych	ilości	kopii	DNA	HPV-16	w	ko-
mórce	 [6,	7,	18].	Badania	 innych	autorów	wykazały	natomiast	





















sięcy,	 a	 tylko	10%	prowadzi	do	przetrwałego	zakażenia	 szyjki	
macicy	poszukiwanie	dodatkowych	parametrów	pozwalających	





Wstępne	 badania	 sugerują,	 że	 różnicowanie	 postaci	 zin-
tegrowanej	 HPV-16	 może	 być	 wykorzystane	 jako	 dodatkowy	
parametr	w	przewidywaniu	progresji	zmian	środnabłonkowych	
w	obrębie	szyjki	macicy.	
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